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(54) Bezeichnung: CHROMATOGRAPHISCHES VERFAHREN ZUR ISOLIERUNG VONMAKROMOLEKOLEN 

(57) Abstract 

Various macromolecular compositions may be 
separated into their various components by means of 
a chromatographic method. The interactions of the 
macromolecules with the chromatographic carrier 
takes place in monodispersed size cavities with chem- 
ically modified surface. To solve a separation prob- 
lem, a carrier material (5) is selected with cavities (7), 
(8) of which the diameter is correlated with the di- 
mensions of the macromolecules (6) to be isolated 
and of which the chemical modification allows an 
optimum non-covalent interaction with the raacrom- 
olecule. The interaction is further enhanced by at- 
taching the interconnection groups by flexible chain 
molecules (9) to the carrier material and by excluding 
bivalent ions from all solvents. 

(57) Zusammenfassung 

Makromolekulare Gemische beliebiger Zusammensetzung konnen mit Hiife eines chromatographischen Verfahrens 
getrennt und die einzelnen Komponenten isoliert werden. Die Wechselwirkung der Makromolekule mit dem chromatogra- 
phischen Trager erfolgt in Hohlraumen moglichst monodisperser GrSsse mit chemisch modifizierter Oberflache. Fur ein 
definiertes Trennproblem wird ein Tragermaterial (5) mit Hohlraumen (7), (8) gewahlt, deren Durchmesser in bestimmter 
Relation zu den Abmessungen der zu trennenden Makromolekule (6) stehen, und deren chemische Modifizierung eine op- 
timale nicht kovalente Wechselwirkung mit dem Makromolekiil erlauben. Gesteigert wird die Wechselwirkung zusatziich 
durch die Verankerung der wechselwirkenden Gruppen fiber flexible Kettenmolekule (9) zum Tragematerial und durch 
den Ausschlus von zweiwertigen Metallionen aus alien Ldsungsmitteln. 
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Chromatograf isches Verfahren zur Isolierung von 
Makr omo lekul en 



Die Erfindung betrifft ein chromatograf isches Verfahren, 
bei dem Hohlraume enthaltende Tragermaterialien und 
Oberf lachenmodif izierung der Tragermaterialien fur 
spezielle Trennprobleme optimiert sind_ Der Fort- 
schritt der Biochemie, Molekularbiologie und Polymer - 
forschung und deren Anwendung in Technik, Medizin, 
Pharmazie und Gentechnologie erfordert die schnelle 
und systematische Trennung und isolierung von Makro- 
molekiilen. Von besonderem. Xnteresse in den Biowissen- 
schaften sind dabei langkettige Oligonukleotide , hoch- 
molekulare Nukleinsauren und Proteine. So z. B. tritt 
in der Gentechnologie haufig das Problem auf , da£ aus 
einem natiirlich vorkommenden Gemisch von 100 und mehr 
verschiedenen hochmolekularen Nukleinsauren eine 
einzige molekulare Spezies bis zur Homogenitat gerei- 
nigt werden mufl. Bekanntlich sind die eineelnen Nuklein- 
sauren durch Molekulargewicht, GroBe und Form zu 
charakteri s ieren . 

Fur viele Trennprobleme haben sich chromatograf ische 
Verfahren als vorteilhaft erwiesen. Die me is ten Vor- 
teile in bezug auf Auflosung, geringen Zeitaufwand 
und Reproduzierbarkeit bietet dabei die Hochdruck- 
f lussigkeitschromatografie (KPLC) . Diese Methode 
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wurde bisher in Form der Gelpermeationschromatograf ie 
(GPC) , der Ionenaustausch chromatographic und der 
Reversed-Phase Chromatograf ie (RP-Chromatografie) an- 
gewendet, Dabei traten fiir die hier zu behandelnden 
Trennprobleme folgende Nachteile auf : 

GPC ist nur in der Lage, sehr kleine von sehr groBen 
Molekiilen zu trennen* 

Bisher bekannte Ionenaustauscher und Reversed-Phase 
Tragermaterialien konnten mit hoher Auflosung nur 
fiir kleine Makromolekiile wie Oligonukleotide, Peptide 
und Proteinbruchstiicke eingesetzt werden. Bei der Tren- 
nung von hochmelekularen Makromolekulen wie beispiels- 
weise messenger -Ribonukleinsauren, Viren, Viroiden, 
Deoxyribonukleinsaure-Fragmenten und groBen Proteinen 
konnte die erforderte Auflosung nicht erreicht werden. 

Das hydrophob-ionische-RPC-5 Chromatograf iematerial wie 
beispielsweise von -Larson/ J.E. et al. (The Journal of 
Biological Chemistry (197 9) 254, 5535-5541) beschrie- 
ben, wurde zv/ar erfolgreich bei der Trennung von Deoxyri- 
bonukleinsaure-Fragmenten eingesetzt, kann jedoch nicht 
auf die HPLC adaptiert werden, da das Tragermaterial 
nicht druckstabil ist* Man muB als Nachteile die nied- 
rigen FluBraten, das heiBt sehr lange Chromatograf ie- 
zeiten und eine geringe chromatograf ische Stabilitat 
des Chromatograf iemateriajs in Kauf nehmen. Aufgrund 
der chemischen Eigenschaften des RPC-5 Materials war 
es nicht moglich, komplexe Ribonukleinsauregemische 
und Proteingemische auf zutrennen. 

Mit den bisher bekannten Chromatografieverf ahren war 
es nicht moglich, komplexe makromolekulare Gemische 
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mit hoher Auflosung und hoher Geschwindigkeit in die 
einzelnen Molekiilspezies zu trennen und zu isolieren 
Oder diese Gemische zu analysieren. 



Die Erfindung macht es sich zur Aufgabe, ein Verfahren 
und eine Vorrichtung anzugeben, rcit. denen die o.. a. 
Nachteile vermieden werden. Insbesondere soil es noglich 
sein, makromolekulare Gemische der verschiedensten Art, die 
Komponenten mit sehr unterschiedlichen Abroessungen , 
beispielsweise im Bereich von 30 A bis 1000 A ent- 
halten, in einem einzigen Durchlauf mit sehr hoher • 
Auf 16sung und bei hoher Durchsatzgeschwindigkeit in 
ihre Komponenten auf zutrennen. Weiterhin sollten die 
verwendeten Materialien bei hohen Druck, weiten Tem- 
peraturbereichen und mit langer Lebensdauer einsetz- 
bar sein. Wiinschenswert ist eine hohe Beladbarkeit 
mit den zu trennenden makromolekularen Gemischen. Die- 
se Aufgabe wurde gemaB der in Anspruch 1 und den fol- 
genden Anspriichen beschriebenen Erfindung gelost. Ent- 
gegen der bisherigen Meinung in der Fachliteratur 
wurde somit ein chromatografisches Verfahren entwik- 
kelt und die dazu notwendigen Tragermaterialien 
synthetisiert, mit denen es moglich ist, komplexe 
makromolekulare Gemische mit einem sehr weiten Molekiil- 
grSBenspektrum mit sehr hohem Auf losungsverraogen auf- 
zutrennen. Dieses Verfahren ist aufgrund seiner Ein- 
fachheit und der preiswerten und stabilen Materialien 
neben der wissenschaftlichen Anwendung vor allem fiir 
den industriellen Einsatz geeignet. 

Entgegen den bisher bekannten Verfahren, die aus- 
schlieBlich auf chemischen Eigenschaf ten der Trager- 
materialien beruhten, geht die vorliegende Erfindung 
von der Erkenntnis aus, daB die GroBe und/oder Form 
der Hohlraume der Tragermaterialien von ganz wesent- 



10 



WO 83/03363 PCT/DE83/00056 



-4- 



licher Bedeutung fur die Trennung ist, und in bestimm- 
ter Relation zur GroBe der zu isolierenden Makromo- 
lekulspezies stehen muB. Es hat sich gezeigt, daB die 
GroBe der Hohlraume das 1 - 20fache der zu isolieren- 
den Komponente betragen muB. Sollten die Abmessungen 

der einzelnen zu trennenden Koinponenten mehr als den 

Faktor 20 voneinander verschieden sein, ist es selbst- 
verstandlich moglich, die Trennung in mehreren Schrit- 
ten durchzufiihren. 



GemaB einer vorteilhaften Weiterbildung der Erfindung 
ist eine geeignete Modif izierung der OberflSche vor- 
15 gesehen. Es hat sich dabei als sehr vorteilhaft er- 
wiesen, daB die fur die Wechselwirkung mit den zu 
trennenden Substanzen verantwortlichen Gruppen uber 
flexible Kettenmolekule auf der Oberflache verankert 
sind. Diese Wirkung wird beispielswiese durch Ver-r 
wendung von ^-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan und 
N,N-Dimethylaininoethanol erreicht.. Als wechselwirkende 
Gruppen kommen stark und schwach basische Anionenaus- 
tauscher,* stark und schwach saure Kationenaustauscher , 
Gruppen mit hydrophoben Wechselwirkungen , Gruppen mit 
Polarisationswechselwirkungen und Gruppen, die mehrere 
der benannten Eigenschaften kombinieren, in Frage. 



20 



25 



Da es sich gezeigt hat, daB bei vielen Anwendungen 
zweiwertige Metallionen zu erheblichen Storungen An- 
laB geben korinen, wird gemaB der Erfindung weiterhin 
vorgeschlagen, daB alle mit den Losungsmitteln in Be- 
ruhrung kommenden Telle aus Edelmetall, Kunststoff 
Oder Glas bestehen, bzw. entsprechende Beschichtungen 
aufweifeen. 
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Die Erfindung ist anhand der Figuren naher erlautert. 
5 Es zeigen: 

Figur 1 eine an sich bekanhte Vorrichtung zur Durch- 
fiihrung eines chromatografischen Verfahrens. 



10 



Figur 2 Ausschnitte von Querschnitten durch Trager- 
materialien mit verschiedenen HohlraumgroBen, 



Figuren 

3,4,5 Grafische Darstellung verschiedener Elutions- 
15 profile fiir verschiedene HohlraumgroBen 

und MolektilgroBen. 

Die in Figur 1 dargestellte Vorrichtung besteht aus 
einem druckfesten Zylinder (2) , der mit einem Zufuh- 

20 rungsstutzen (1) und einem Auslauf stutzen (3) versehen 
ist. Im unteren Teil des Zylinders (2) ist ein sehr 
feinmaschiges, chemisch inertes Sieb (4) angeordnet. 
tlber dem Sieb (4) befindet sich der aus diskreten 
makroporosen Silicagelteilchen (5) bestehende chroma- 

25 tografische Trager. Die zu trennenden Substanzen 

werden in einer Losung liber den Zufuhrungs stutzen (1) 
eingefiillt und in den Hohlraumen des Tragers (5) ad- 
sorbiert. Bei dem anschlieBenden Elutionsschritt wer- 
den die zu trennenden Substanzen und Molekiile durch ein 

30 L6sungsmittel kontinuierlich variierender Zusammenset- - 
zung eluiert. Aufgrund der zeitlichen Snderung des 
Losungsmittels tret en im Ausflufl (3) die getrennten 
Komponenten zeitlich nacheinander aus. 



35 



Anhand von Figur 2 wird der EinfluB der EohlraumgroBe 
des Tragermaterials auf die Wechselwirkung mit dem 
Makromolekiil erlautert. Ein Makromolekiil (6) kann in 
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einen zu kleinen Hohlraum (7) des Tragermaterials (5) 
nicht geniigend eindringen, urn eine optimale Wechsel- 
5 wirkung einzugehen. Der von seinen Abmessungen gunsti- 
gere Hohlraum (8) erlaubt dagegen sehr intensive Wech- 
selwirkungen. Urn die Wechselwirkung zu erhohen, sind 
die wechselwirkenden Gruppen uber flexible Kettenmole- 
kule (9) auf - der~Hohlraumoberf lMc'he i verankert. 1st da- 
10 gegen der Hohlraum (10) zu groB, so 1st wieder mit 

einer Abnahme der Wechselwirkung zu rechnen. Die Ket- 
tenmolekiile haberi in diesem Beispiel folgende chemische 
Struktur: 



15 



OH OH 
t I 

, Zee Z i L 

OH 0 fH 

CH 9 -CH~-N 6 
2 2 CH 3 

20 Die flexible Kette jr' -Glycidyloxypropyltrimethoxysilan 
ist an der einen Seite am Trager-Silicagel ' (P) veran- 
kert und tragt am anderen Ende die Anionenaustauscher- 
gruppe N,N-Dimethylamino. 

25 Die beschriebene chemische Modifikation wurde auf 

spharische Silicagele mit 10 um KorngroBe und Hohlraum- 
groBen von 100 A, 500 A und 4000 A angewendet. Dazu wer- 
den 50 g Silicagelteilchen in einem 1000 ml Dreihals- 
kolben bei einem Druck von <1 mbar 24 h bei einer Tem- 

30 peratur von 240 °C aktiviert. Nach dem Abkiihlen wurde 

mit trockenem Stickstoff beliiftet und mit 500 ml trok- 
kenem ^-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan versetzt. Die 
Umsetzung erfolgte 8 h bei 220 °C unter Stickstoff- 
atmosphare und unter standigem Ruhren. Nach der Um- 

35 setzung wurde das iiberschusssige ^-Glycidyloxypropyl- 
trimethoxysilan abgesaugt und das Produkt Epoxy-Silica 
mehrroals mit trockenem Dioxan gewaschen. Das Epoxy- 
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Silica wurde mit einem Vierhalskolben mit Innenthermo- 
* meter, RuckfluBkuhler , Ruhrer und S ticks to f f einlei- 
5 tungsrohr mit 500 ml trockenem N,N-Dimethylaminoethanol 
versetzt. Die Reaktion wurde durch 1 ml BF 3 /Ether 
katalysiert und 24 h unter RiickfluB gekocht. Nach der 
Reaktion wurde das Dimethylamino-Silicagel abgesaugt 
und mehrmals mit Dioxan, Methanol und" Ether gewaschen" 
10 und bei 50°C getrocknet. Die Ausbeute betrug 51 ,5 g. 

In Figuren 3 bis 5 sind Trennbeispiele von kurzketti- 
gen Nukleinsauren (Figur 3) und langkettigsn Nuklein- 
sauren (Figuren 4, 5) dargestellt. Die Durchmesser der 
15 Hohlraume sind - wie in -der Zeichnung angegeben - 

100 A, 500 A und 4000 JL Die Konzentration der elu- 
ierten Komponenten wird durch die UV-Absorption bei 
260 nm gemessen und gegen die Zeit aufgetragen, 

20 Daraus lassen sich folgende Ergebnisse ablesen. Kurz- 
kettige Nukleinsauren mit einer L2nge von 20 £ bis 
30 A werden optimal auf einer HohlraumgroBe von 100 A 
getrennt (Figur 3). Als ein Beispiel fur eine Trennung 
langkettiger Nukleinsauren wurde ein natiirliches Gemisch 

25 von transfer RNA (80 A GroBe) , ribosomaler 5SRNA (110 A 
GroBe), 9S messenger RNA (300 A GroBe) , und Viroid-RNA 
(450 A GroBe, eine pf lanzenpathogene infektiose RNA) 
gewShlt. Es ist in Figur 4 deutlich zu sehen, daB die 
groBte gewahlte PorengroBe die beste Trennung ergibt, 

30 wobei nicht ausgeschlossen ist, daB mit einer Eohlraum- 
gr5Be, die zwischen 500 A und 4000 A liegt, eine noch 
bessere Trennung zu erzielen ware. In Figur 5 ist das 
Beispiel aus Figur 4 durch langsamere Elution weiter 
optiraiert worden. Es wird eine vollstandige Trennung 

35 aller 4 Komponenten erreicht. 
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Die in den angegebenen Beispielen verwendeten Dimethyl- 
amino-Silicagele hatten die Beladbarkeit von 4,8 mg 
5 Nukleinsauregemisch/g (100 A), 17,2 mg Nukleinsaurege- 

O 

misch/g (500 A) und 5,6 mg Nukleinsauregemisch/g 
(4000 A) . 

Das- erfindungsgemaB--beschriebene~Verf ahren" ist das 

10 erste chromatograf ische Verf ahren, das folgende Eigen- 
schaften hat: 

1 . Allgemeine Anwendbarkeit zur Trennung von 
Makrdmolekulen. 
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2. Kurze Chromatograf iezeiten und hohe Reprodu- 
zierbarkeit der Elutionsprof ile durch die 
Verwendung von druckstabilen Tragern in HPLC 
Apparaturen. 

3. Hohe Beladbarkeit. 

4. Chromatograf iematerialien mit Langzeitstabi- 
litat (kein "Ausbluten" -der Chromatograf iesaulen) 



25 
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PatentansprUche 

1. Chromatograf isches Verfahren zur Isolierung von 
Makromolekiilen unter Verwendung von pjorenartige 
Hohlraume enthaltenden Tragern , dadurch gekenn- 
zeichnet/ daB ein porenahnliche Hohlraume enthal- 
tender Trager verwendet wird, bei dem die Durchmes- 
ser der Hohlraume das 1 - 2 Of ache der Abmessungen 
derzu trennenden Makromolekiile und/oder makromo- 
lekularer Aggregate aufweisen- 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekfennzeichnet , 
daB die GroBe der Hohlraume auf die groBte Abmes- 
sung der jeweils zu isolierenden Makromolekulspe- 
zies abgestimmt ist. 

3. Verfahren nach : Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB die GroBe der Hohlraume auf die maximalen Ab- 
messungen der im Gemisch enthaltenden Makromole- 
kulspezies abgestimmt ist. 

4. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Hohlraumquerschnitte moglichst 
konstant sind. 

5. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Querschnitte der HohlrSume 
urn einen Faktor 3 groBer oder kleiner als der 
Optimalguerschnitt sein konnen. 
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6. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 4, dadurch ge- 
5 kennzelchhet , daB der Querschnitt der Hohlraume 

kreisformig ist, und die Oberflache halbkugelf ormig 
ist. 

- Verf ahren nach "den "Anspruclien 1 bis 4, dadurch ge- 

10 kennzeichnet , daB die Hohlraume rohrenf ormig sind. 

8. Verfahren nach einem Oder mehreren *der vorher ge- 
nannten Anspriiche, dadurch gekennzeichnet , daB die 
die zu trennenden Makromolekiile enthaltende LSsung 
15 und die Elutionsmittel, beispielsweise durch Ver- 

wendung von Edelmetall, Glas und/oder Kunststoff 
fur SSulen, Rohrfen, Ventile bzw. Pumpen, frei von 
zweiwertigen Metallionen gehalten werden. 

20 9- Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach 

einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 7, dadurch 
gekennaeichnet, daB die Oberflache der Hohlraume 
in der Art modifiziert sind, daB nichtkovalente 
Wechselwirkungen mit den zu trennenden Makromole- 

25 kiilen sichergestellt sind. 

10. Vorrichtung nach einem oder mehreren der vorher 
genannten Anspriiche, gekennzeichnet durch eine 
stark oder schwach basische anionische Wechsel- 
30 . wirkung bewirkende Modifizierung der Oberf lachen 

der Hohlraume. 

v 11. Vorrichtung nach einem oder mehreren der vorher 
genannten Anspriiche, gekennzeichnet durch eine 
35 stark oder schwach saure kationische Kechselwirkung 

bewirkende Modifizierung der Oberflache der Hohl- 
raume. 
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12. Vorrichtung nach einem oder mehreren der vorher ge- 
nannten Anspriiche, gekennzeichnet durch eine hydro- 
phobe Wechselwirkung bewirkende Modif izierung der 
Oberflachen der Hohlraume. 

13. Vorrichtung nach einem oder mehreren der vorher ge- 
rrahriten Anspriiche, gekennzeichnet durch eine Polari- 
sationswechselwirkung bewirkende Modif izierung der 
Oberflachen der Hohlraume. 
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14. Vorrichtung nach einem oder mehreren der vorher ge- 
nannten Anspriiche, gekennzeichnet durch eine Kombi- 
nation der in den Anspriichen 9 bis 13 genannten Wech- 
selwirkungen - 

15. Vorrichtung nach einem. oder mehreren der vorher ge- 
nannten Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Modif izierung. der Hohlraumf lachen durch eine chemi- 
sche Substanz erfolgt, die die fur die Wechselwir- 
kung verantwort lichen Gruppen an flexiblen Ketten- 
molekulen tragt. 

16. Vorrichtung nach einem oder mehreren der vorher ge- 
nannten Anspruche, dadurch gekennz:eichnet , daB der 
die Hohlraume bildende Trager aus spharischen oder 
gebrochenen Materialien mit einer HohlraumgroBe von 
100 A bis 10000 JL und einer spezif ischen Oberflache 
von 10 m 2 /g bis 800 mVg, insbesondere zwischen 

500 A bis 4000 A, mit einer spezifischen Oberfla- 
che von 5m 2 /'g bis 200 m 5 /g und einer moglichst ■ mono- 
dispersen KorngroBe zwischen 3 jun bis 100 \im betragt. 

17. Vorrichtung nach einem oder mehreren der. vorher ge- 
nannten Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
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1 die Hohlraume aufweisenden Trager aus Siliziumdi- 

oxyd ob amorph oder kristallin, Alumosilikaten , 
Aluminiumoxyden oder aus mit diesen Materialien be- 
schichteten Tragersubstanzen bestehen konnen. 

5 

18. Vorrichtung zur Herstellung nach den Anspriichen 
9 bis 17, gekennzeichnet durch folgende Schritte: 

~ a) Das" 'Hohlraume ehthalt^Se" Tfagermater mit 
Q einem Silanisierungsreagenz der allgemeinen Formel 



uragesetzt. 
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R^ entspricht einem Alkoxyrest mit 1 bis 10 
C-Atomen, insbesondere -OCH^, ~ OC 2 H 5' oc * er 
-OC 3 H 7/ oder einem Halogenatom, insbesondere 
-Cl, oder einer Dialkylaminogruppe mit identi- 
20 schen oder unterschiedlichen Alkylresten mit 1 

bis 6 C-Atomen. ~" ~ ' 

R2 und R^ entsprechen einem Kohlenwasserstof f- 
rest mit 1 bis 10 C-Atomen, insbesondere -CH^ / 
-C^Hg, oder -C 3 H 7r oder einem Alkoxyrest mit 
1 bis 1Q C-Atomen, insbesondere -OCH^ , OC 2 H 5 
. oder -OC 3 H 7 , oder einem Halogenatom oder einem 
durch mindestens eine Oxa- oder Aminogruppe 
unterbrochenen Alkylrest mit 4 bis 20 C-Atomen, 
30 wobei dieser Rest auch ein- oder mehrfach durch 

Halogen, Cyan, Nitro, Amino, Mono alky lamino, 
Di alky lamino, Hydroxy oder Aryl substituiert 
sein kann. 

35 R4 entspricht einer Kohlenwasserstdff kette mit 

1 bis 20 C-Atomen oder einem durch mindestens 
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eine Oxa— oder Aminogruppe unterbrochenen Alkyl- 
rest r wobei dieser Rest auch ein- oder mehrfach 
mit Halogen, Cyan f Nitro, Amino, Monoalkylamino , 
Dialkylamino, Alkoxy, Hydroxy, Aryl und/oder 
Epoxy substituiert sein kann, insbesondere 

— ^CH 2 -€H 2 ^CH~-0-CH 2 -CH^-^CH 2 ". 

b) in einem zweiten Schritt wird der die Hohlraume 
enthaltende Trager mit einem Reagenz der allge- 
meinen Formel 



15 X-R-Y II 

zum endgultigen Chromatograf iematerial umgesetzt. 
X besteht aus einer Amino-, Hydroxy-, Epoxy- 
Gruppe oder einem Halogenatom. 

20 

R besteht aus einer Kohlenwasserstof fkette mit 2 
bis 2 0 OAtomen oder einem durch mindestens 
eine Oxa- oder Aminogruppe unterbrochenen Alkyl- 
rest, wobei dieser Rest auch ein- oder mehrfach 
25 mit Halogen, Cyan, Nitro, Amino, Monoalkylamino , 

Dialkylamino, Alkoxy, Hydroxy, Aryl und/oder 
Epoxy substituiert sein kann. 

Y entspricht einem Kohlenwasserstof f rest mit 
30 Anionen- oder Kationenaustauscher bildenden 

funktionellen Gruppen mit 1 bis 10 C-Atomen, 
der ein- oder mehrfach mit Amino-, Monoalkyl- 
amino-, Dialkylamino-, Quartaralkylamino- , 
"Carboxylgruppen, Boronsaure, Alkyl— und Aryl- 
35 suXfonsaure substituiert sein kann. 
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GEANDERTE ANSPRUCHE 

[faeim Intemationaleii Bliro am 30 August 1983 (30.08.83) eingegangen; 
der uispriingjiche Anspruch. 1 wird durch den neuen Anspruch. 1 ersetzt; dessen text 
folgt. Die uisprungjichen Anprflche 2 bis 18 bleiben unverandert] 



1 . Chromatograf isches Verf ahren zur Isolierung und Analyse von 
Makromolekiilen, insbesondere von Nucleinsauren und Proteinen 
unter Verwendung von porenartige Hohlraume enthaltenden 
Tragern, dadurch gekennzeichnet , daB ein porenahnliche Hohl- 
raume enthaltender Trager verwendet wird, bei dem die Durch- 
messer der Hohlraume das' 1 - 20fache der Abmessungen der zu 
trennenden Makromolekiile und/oder . makromolekularer Aggregate 
aufweisen, und die Oberflachen der Hohlraume zur physika- 
lischen Wechselwirkung mit den zu trennenden Makromolekiilen 
geeignet sind. 
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